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Θ FRA10A είναι μια ςπάνια εφκραυςτθ κζςθ ευαίςκθτθ ςτο φυλλικό οξφ και 
ζχει χαρτογραφθκεί ςτθ χρωμοςωματικι περιοχι 10q23.3. Διάφορεσ μελζτεσ 
αναφζρουν αυξθμζνθ ςυχνότθτα εμφάνιςθσ ιπιασ νοθτικισ και αναπτυξιακισ 
υςτζρθςθσ ςε άτομα φορείσ τθσ FRA10A. Θ ζκφραςθ αυτισ τθσ εφκραυςτθσ κζςθσ 
οφείλεται ςτθν επζκταςθ μιασ τρινουκλεοτιδικισ επανάλθψθσ CGG ςτθν 5’ μθ 
μεταφραηόμενθ περιοχι του γονιδίου FRA10AC1. H επζκταςθ αυτισ τθσ 
επανάλθψθσ οδθγεί ςτθν υπερμεκυλίωςθ τθσ περιοχισ και τθν αποςιϊπθςθ του 
γονιδίου FRA10AC1. Θ πρωτεΐνθ FRA10AC1 είναι πυρθνικι, αποτελεί ςυςτατικό του 
ςωματίου ςυναρμογισ και αλλθλεπιδρά άμεςα με τισ πρωτεΐνεσ SF3B2 και DGCR14 
που αποτελοφν παράγοντεσ ςυναρμογισ. ΢υνεπϊσ είναι πικανό ότι θ FRA10AC1 
ςυμμετζχει ςτθ ςυναρμογι ι ςε άλλεσ διαδικαςίεσ ςχετικζσ με τθν επεξεργαςία του 
mRNA.  
Για να ελεγχκεί θ ςυςχζτιςθ τθσ ζκφραςθσ τθσ FRA10A και, ςυνεπϊσ, θ 
ετερόηυγθ αποςιϊπθςθ του γονιδίου FRA10AC1, με τθν εμφάνιςθ ιπιασ νοθτικισ 
και αναπτυξιακισ υςτζρθςθσ, δθμιουργικθκαν, ςτο πλαίςιο τθσ υποδομισ 
Infrafrontier-GR,  ποντίκια knock out που προςομοιάηουν τθν απενεργοποίθςθ του 
ενόσ αλλθλόμορφου ςτουσ φορείσ τθσ FRA10A.  
Ο ςκοπόσ τθσ ςυγκεκριμζνθσ εργαςίασ ιταν θ γονοτφπθςθ δειγμάτων 
ποντικιϊν που προιλκαν από διαςταυρϊςεισ ετερόηυγων ποντικϊν knock out με 
ποντίκια αγρίου τφπου. Απϊτεροσ ςκοπόσ είναι ο ζλεγχοσ τθσ ςυμπεριφοράσ αυτϊν 
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FRA10A, a rare folate sensitive fragile site was mapped in the 10q23.3 
chromosomal region. Several studies report increased frequency of manifesting mild 
mental and developmental retardation in FRA10A carries. Expression of this fragile 
site is caused by the expansion of CGG trinucleotide repeat in the 5’ untranslated 
region of FRA10AC1 gene. Expansion of this repeat leads to hypermethylation of this 
region and silencing of FRA10AC1 gene. FRA10AC1 is a nuclear protein, constitutes a 
spliceosomal component and interacts with two splicing factors, SF3B2 and DGCR14. 
Consequently, it is possible that FRA10AC1 participates in splicing or in other mRNA 
processing procedures 
In the context of Infrafrontier-GR, heterozygous knockout mice that simulate 
the silencing of one allele in FRA10A carriers were developed. This procedure was 
done in order to associate the expression of FRA10A and, consequently, the 
heterozygous silencing of FRA10AC1 gene with the manifestation of mild mental and 
developmental delay. 
The purpose of this study was the genotyping of mice which resulted from 
mating heterozygous knockout with wild type mice. Additionally, a further purpose is 
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1.1. Κλωνοποίηςη του γονιδίου FRA10AC1 του ανθρώπου και 
χαρτογράφηςή του ςτην εγθραυςτη θέςη FRA10A 
Θ ςπάνια ευαίςκθτθ ςτο φυλλικό οξφ εφκραυςτθ κζςθ FRA10A είχε 
χαρτογραφθκεί κυτταρογενετικά ςτθ χρωμοςωματικι περιοχι 10q23.3. Όλεσ οι 
ευαίςκθτεσ ςτο φυλλικό οξφ εφκραυςτεσ κζςεισ που είχαν κλωνοποιθκεί, όπωσ θ 
FRAXA, οφείλονται ςτθν επζκταςθ τρινουκλεοτιδικϊν επαναλιψεων CGG (T. Lukusa 
et al 2008). Με βάςθ αυτό ζγινε διερεφνθςθ τθσ αλλθλουχίασ τθσ περιοχισ 10q23.3 
για ταυτοποίθςθ επαναλιψεων του τφπου CGG. Ζτςι, εντοπίςτθκαν τζτοιεσ  
επαναλιψεισ ςτθν 5’ μθ μεταφραηόμενθ περιοχι (5’ UTR) ενόσ γονιδίου. Για να 
ελεγχκεί θ χαρτογράφθςθ αυτοφ του γονιδίου ςτθν εφκραυςτθ κζςθ FRA10A, 
χρθςιμοποιικθκε υβριδοποίθςθ φκοριςμοφ in situ (FISH) ςε χρωμοςωμικά 
παραςκευάςματα ατόμων-φορζων τθσ FRA10A χρθςιμοποιϊντασ ωσ ανιχνευτι το 
γονιδιωματικό κλϊνο BAC RP11-437J2 που περιελάμβανε αυτό το γονίδιο. Ζτςι 
επιβεβαιϊκθκε θ χαρτογράφθςθ αυτοφ του γονιδίου, το οποίο ονομάςτθκε 










Εικόνα 1: Kυτταρογενετικι ζκφραςθ τθσ FRA10A και αποτελζςματα ανάλυςθσ FISH.                         
(A) Ηϊνωςθ R μεταφαςικϊν χρωμοςωμάτων ατόμων που εκφράηουν τθν FRA10A ςτθν 
χρωμοςωματικι περιοχι 10q23.3. (B), (C) Με κόκκινο φκοριςμό φαίνεται θ χαρτογράφθςθ του 
κλϊνου ςτθν FRA10A (Sarafidou et al. 2004). 
 
   Για να ελεγχκεί αν θ μοριακι βάςθ τθσ ζκφραςθσ τθσ FRA10A είναι θ ίδια 
με αυτιν των άλλων εφκραυςτων κζςεων αυτισ τθσ κατθγορίασ, ζγινε ζλεγχοσ του 
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αν αυτζσ οι επαναλιψεισ είναι πολυμορφικζσ ςτο γενικό πλθκυςμό και επομζνωσ 
ζχουν τθ δυνατότθτα να επεκτείνονται. ΢υγκεκριμζνα, πραγματοποιικθκε ενίςχυςθ 
αυτϊν των επαναλιψεων με PCR ςε 81 άτομα από το γενικό πλθκυςμό και 
ταυτοποιικθκαν 4 αλλθλόμορφα (Α1-Α4) με αρικμό επαναλλιψεων 8, 9, 10 και 14 
αντίςτοιχα. Σο πιο ςυχνό αλλθλόμορφο (Α2) περιελάμβανε 9 επαναλιψεισ CGG. Θ 
ίδια ανάλυςθ ζγινε και ςε άτομα που ζφεραν κυτταρογενετικά τθν FRA10A. ΢ε 
δείγματα από αυτά τα άτομα προζκυψαν πολφ μεγαλφτερα πρϊόντα PCR, τα οποία 
παρατθρικθκαν ωσ πολλζσ μθ διακριτζσ ηϊνεσ μεγαλφτερου μοριακοφ μεγζκουσ, 
αποδεικνφοντασ ζτςι τθν επζκταςθ τθσ επανάλθψθσ κατά τουλάχιςτον 200 φορζσ. 
Ζνα φυςιολογικό αλλθλόμορφο εντοπίςτθκε ςε όλουσ τουσ φορείσ τθσ FRA10A, 
αφοφ θ επζκταςθ τθσ επανάλθψθσ βρίςκεται ςε ετερόηυγθ κατάςταςθ (Εικόνα 2).   
 
 
Εικόνα 2: Ανάλυςθ πολυμορφικϊν επαναλιψεων CGG ςε άτομα γενικοφ πλθκυςμοφ και φορζων.  
(A) Αποτελζςματα θλεκτροφόρθςθσ των επαναλιψεων που ενιςχφκθκαν με PCR. (B) Αλλθλόμορφα 
που εντοπίςτθκαν ςτο γενικό πλθκυςμό με τον αρικμό επαναλιψεων και τθ ςυχνότθτα εμφάνιςθσ 
του κακενόσ. (C) Σα δείγματα 1-7 προζρχονται από άτομα ελζγχου ενϊ τα case I-IV από δείγματα 
ατόμων που εκφράηουν τθν FRA10A. Ωσ Ν ςυμβολίηονται τα φυςιολογικά αλλθλόμορφα ενϊ με F τα 
προϊόντα PCR μεγαλφτερου μεγζκουσ (Sarafidou et al. 2004). 
 
Ζχει παρατθρθκεί ότι περιοχζσ του γονιδιϊματοσ που είναι πλοφςιεσ ςε 
νουκλεοτίδια C και G μεκυλιϊνονται, με αποτζλεςμα να είναι μεταγραφικά 
ανενεργζσ ςε περίπτωθσ που περιζχουν κάποιο γονίδιο. Ζνα τζτοιο παράδειγμα 
αποτελεί θ εφκραυςτθ κζςθ FRAXA, που ςυνδζεται με το ςφνδρομο του 
εφκραυςτου X. ΢ε αυτι τθν περίπτωςθ το γονίδιο FMR1 που χαρτογραφείται ςε 
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αυτιν αποςιωπείται μεταγραφικά εξαιτίασ τθσ μεκυλίωςθσ των επαναλιψεων CGG 
(Assam El-Osta 2002).  
Προκειμζνου να ελεγχκεί αν και ςτθν περίπτωςθ του γονιδίου FRA10AC1 θ 
εκτεταμζνθ επανάλθψθ CGG υπόκειται ςε μεκυλίωςθ, ζγινε πζψθ του 
γονιδιωματικοφ DNA  από φορείσ τθσ FRA10A και άτομα ελζγχου με το ζνηυμο 
περιοριςμοφ HpαII (ευαίςκθτο ςτθν μεκυλίωςθ) και το MspI (μθ-ευαίςκθτο ςτθ 
μεκυλίωςθ). ΢τθ ςυνζχεια πραγματοποιικθκε PCR θ οποία δεν παράγει προϊόν 
όταν θ αλλθλουχία μεταξφ των εκκινθτϊν ζχει τεμαχιςτεί. Επειδι το MspI μπορεί να 
κόψει και μεκυλιωμζνεσ αλλθλουχίεσ, θ PCR μετά τθν πζψθ με MspI, δεν παράγει 
κάποιο προϊόν. Αντίκετα, όταν ζγινε πζψθ με το ζνηυμο HpαII, παρατθρικθκε 
προϊόν PCR που υποδεικνφει ότι οι επαναλιψεισ είναι μεκυλιωμζνεσ (Εικόνα 3). 
 
 
Εικόνα 3: Ζλεγχοσ μεκυλίωςθσ των επαναλιψεων CGG τθσ FRA10A με τα ζνηυμα περιοριςμοφ 
HpαII και MspI. Σα δείγματα DNA από φορείσ τθσ  FRA10A ςυμβολίηονται ωσ Case III, IV και V, ενϊ τα 
δείγματα ελζγχου ωσ 1 και 2 (Sarafidou et al. 2004). 
 
Εξαιτίασ τθσ μεκυλίωςθσ που ςυμβαίνει ςτθν εφκραυςτθ κζςθ FRA10A το 
ζνα αλλθλόμορφο του γονιδίου FRA10AC1 αποςιωπείται μεταγραφικά. Για να 
ελεγχκεί αυτό ζγινε αντίςτροφθ μεταγραφι ακολουκοφμενθ από PCR ςτο cDNA 
φορζων τθσ FRA10A για εφρεςθ μονονουκλεοτιδικϊν πολυμορφιςμϊν (ανάλυςθ 
cSNP/RT-PCR, c: coding). Με ανάλυςθ αλλθλουχιϊν διακζςιμων ESTs ανιχνεφτθκαν 
τουλάχιςτον 3 cSNPs ςτο ανοιχτό αναγνωςτικό πλαίςιο του γονιδίου. Ζνασ 
πολυμορφιςμόσ εντοπίςτθκε ςτθ κζςθ 47 ςτο εξόνιο 2 (c.47G → A), ο δεφτεροσ ςτθ 
κζςθ 90 ςτο εξόνιο 3 (c.90T → C) και ο τρίτοσ ςτθ κζςθ 233 ςτο εξόνιο 5 (c.233 G → 
C). Με αλλθλοφχθςθ του γονιδιωματικοφ DNA από διακζςιμεσ κυτταρικζσ ςειρζσ 
φορζων τθσ FRA10A ζγινε ζλεγχοσ για φπαρξθ αυτϊν των 3 cSNPs και ςε ζναν 
φορζα βρζκθκε ο γονότυποσ g.47A–g.90T/C–g.233C/G. Ακολοφκθςε RT-PCR με 
εκκινθτζσ που υβριβοποιοφνται μεταξφ των εξονίων 2 και 5 και ζγινε αλλθλοφχθςθ 
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των προϊόντων τθσ RT-PCR. Σελικά ανιχνεφτθκε μόνο ζνα αλλθλόμορφο (c.47A–
c.90C–c.233G), γεγονόσ που αποδεικνφει ότι το άλλο αλλθλόμορφο (c.47A–c.90T–




Εικόνα 4: Ανάλυςθ cSNP/RT-PCR ςε φορζα τθσ FRA10A (Sarafidou et al. 2004). 
 
Θ ανάλυςθ τθσ γονιδιωματικισ αλλθλουχίασ του γονιδίου FRA10AC1 ζδειξε 
ότι αυτό καλφπτει περιοχι περίπου 33 Kb. Με βάςθ τθν γονιδιωματικι αλλθλουχία 
και αλλθλουχίεσ διάφορων ESTs, ςχεδιάςτθκαν εκκινθτζσ και πραγματοποιικθκε 
PCR ςε προϊόντα αντίςτροφθσ μεταγραφισ από ολικό RNA από όρχεισ. Ζτςι, 
κλωνοποιικθκε το cDNA πλιρουσ μικουσ του γονιδίου FRA10AC1 του ανκρϊπου το 
οποίο ζχει μζγεκοσ 1344 bp. Αυτό αντιςτοιχεί ςτο κφριο μετάγραφο ενϊ, όπωσ κα 
αναλυκεί ςτθ ςυνζχεια, το γονίδιο παράγει και εναλλακτικά μετάγραφα τα οποία 
είχαν προβλεφκεί με βάςθ τισ αλλθλουχίεσ των ESTs. Ζτςι, το γονίδιο περιλαμβάνει 
19 εξόνια από τα οποία το πρϊτο δεν μεταφράηεται και 5 από αυτά (13, 14, 15, 16 
και 17) υπόκεινται ςε εναλλακτικι ςυναρμογι (Εικόνα 5).  
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Εικόνα 5: Γονιδωματικι οργάνωςθ του FRA10AC1 (Sarafidou et al. 2004). 
 
 
1.2. Η εγθραυςτη θέςη FRA10A και ςυςχέτιςη με πιθανβ 
παθολογικβ φαινβτυπο 
Οι εφκραυςτεσ χρωμοςωματικζσ κζςεισ είναι κλθρονομιςιμεσ περιοχζσ ςτα 
χρωμοςϊματα, ςτισ οποίεσ εμφανίηονται κενά ι κραφςματα ςε μεταφαςικά 
χρωμοςϊματα όταν τα κφτταρα αναπτφςςονται κάτω από ςυγκεκριμζνεσ ςυνκικεσ 
καλλιζργειασ. Διακρίνονται ςε ςυνικεισ και ςπάνιεσ ανάλογα με τθ ςυχνότθτα 
εμφάνιςισ τουσ ςτον πλθκυςμό. Οι ςυνικεισ εφκραυςτεσ κζςεισ εντοπίηονται ςε 
όλα τα χρωμοςϊματα, ενϊ οι ςπάνιεσ κλθρονομοφνται από τον ζναν γονζα ι 
εμφανίηονται de novo ςτο άτομο (Debacker K. et al. 2007). Οι ςυνικεισ και οι 
ςπάνιεσ εφκραυςτεσ κζςεισ ανάλογα με τισ ςυνκικεσ καλλιζργειασ ςτισ οποίεσ 
εμφανίηονται κατθγοριοποιοφνται περαιτζρω. Οι ςυνικεισ εφκραυςτεσ κζςεισ 
διακρίνονται ςε αυτζσ που επάγονται παρουςία 5-αηακυτιδίνθσ (5-azacytidine), ςε 
αυτζσ που επάγονται από τθν βρωμοδεοξυουριδίνθ (BrdU) και ςε αυτζσ που 
επάγονται από τθν αφιδικολίνθ (aphidicolin). Οι ςπάνιεσ εφκραυςτεσ κζςεισ 
διακρίνονται ςτισ ευαίςκθτεσ ςτο φυλλικό οξφ, δθλαδι εμφανίηονται απουςία 
φυλλικοφ οξζοσ και ςε αυτζσ που επάγονται παρουςία διςταμικφνθσ A (distamycin 
A) ι βρωμοδεοξυουριδίνθσ (T. Lukusa et al 2008). 
Όπωσ προαναφζρκθκε θ FRA10A, εντοπίηεται ςτθ χρωμοςωματικι περιοχι 
10q23.3 και είναι θ πιο ςυχνι από τισ ςπάνιεσ ευαίςκθτεσ ςτο φυλλικό οξφ 
αυτοςωματικζσ εφκραυςτεσ κζςεισ ςτο γονιδίωμα του ανκρϊπου, με ςυχνότθτα 
που εκτιμάται ςτα 1/500 άτομα. Παρόλο που θ ζκφραςι τθσ δεν ςυςχετίηεται 
άμεςα με κάποιο πακολογικό φαινότυπο, διάφορεσ μελζτεσ αναφζρουν αυξθμζνθ 
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ςυχνότθτα εμφάνιςθσ ιπιασ νοθτικισ και αναπτυξιακισ υςτζρθςθσ όπωσ 
δυςμορφικά χαρακτθριςτικά, μικρό ανάςτθμα και δυςχζρεια λόγου, ςτα άτομα-
φορείσ. ΢υγκεκριμζνα, ζγινε κυτταρογενετικι ανάλυςθ χρωμοςωμάτων ατόμου που 
παρουςίαηε δυςκολία λόγου και εμφάνιηε χαρακτθριςτικά αυτιςμοφ και βρζκθκε 
ότι το 66 % των κυττάρων του εξζφραηαν τθν FRA10A. Εξετάςτθκαν άλλα 3 άτομα, 
εξαιτίασ τθσ αναπτυξιακισ υςτζρθςθσ που εμφάνιηαν οι ίδιοι ι κάποιο μζλοσ τθσ 
οικογζνειάσ τουσ και μζςω χρωμοςωμικισ ανάλυςθσ βρζκθκε ότι εκφράηουν τθν 
FRA10A (Sarafidou et al. 2004).  
Όπωσ αναφζρκθκε και προθγουμζνωσ, ςτα άτομα φορείσ τθσ FRA10A το ζνα 
αλλθλόμορφο του γονιδίου FRA10AC1 είναι απενεργοποιθμζνο και και ςε κάποιουσ 
από αυτοφσ παρατθρικθκαν χαρακτθριςτικά ιπιασ νοθτικισ και αναπτυξιακισ 
υςτζρθςθσ ςε αυτοφσ. Για τθν πιο λεπτομερι εξζταςθ αυτοφ του ςυςχετιςμοφ, 
δθμιουργικθκε ζνα μοντζλο ετερόηυγου knockout που προςομοιάηει τα άτομα 
φορείσ ςτα οποία ζχει απενεργοποιθκεί το ζνα από τα δφο αλλθλόμορφα, ϊςτε να 
παρατθρθκοφν αν υπάρχουν αλλαγζσ ςτο φαινότυπο. Σο ποντίκι δθμιουργικθκε 
ςτο πλαίςιο τθσ Τποδομισ Infrafrontier-GR ςτο Ερευνθτικό Κζντρο Βιοϊατρικϊν 
Επιςτθμϊν "Αλζξανδροσ Φλζμινγκ" (επικεφαλισ Δρ. Δθμιτριοσ Κοντογιάννθσ). 
 
 
1.3. Πρβτυπο έκφραςησ του γονιδίου FRA10AC1 του ανθρώπου 
Σο πρότυπο ζκφραςθσ του γονιδίου FRA10AC1 αναλφκθκε με 
θλεκτροφόρθςθ του ολικοφ RNA από διάφορουσ ιςτοφσ ανκρϊπου ςε πθκτι και 
υβριδοποίθςθ του (Northern blot). Χρθςιμοποιικθκε ανιχνευτισ που περιελάμβανε 
τα πρϊτα 616 bp τθσ 5’ κωδικισ περιοχισ του γονιδίου και ζνασ άλλοσ που 
υβριδοποιείται ςε τμιμα του εξονίου 19. Παρατθρικθκε πανομοιότυπο πρότυπο 
υβριδοποίθςθσ και για τουσ 2 ανιχνευτζσ. Ανιχνεφτθκε ςε όλουσ τουσ ιςτοφσ ζνα 
απλό μετάγραφο περίπου 1450 bp, το οποίο ανταποκρίνεται ςτο εκτιμϊμενο 
μζγεκοσ του cDNA, υποδθλϊνοντασ κακολικι ζκφραςθ του FRA10AC1. Ωσ κετικόσ 
μάρτυρασ χρθςιμοποιικθκε θ β-ακτίνθ, θ οποία εκφράηεται ςτα ίδια επίπεδα ςε 
όλουσ τουσ ιςτοφσ. Παρατθρικθκε αυξθμζνθ ζκφραςθ του γονιδίου ςε ιςτοφσ όπωσ 
θ καρδιά, οι ςκελετικοί μφεσ, ο εγκζφαλοσ, το ιπαρ και το πάγκρεασ, ενϊ 
χαμθλότερθ ζκφραςθ ςε ςπλινα, κφμο αδζνα, πλακοφντα και πνζυμονεσ (Εικόνα 6). 
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                         Εικόνα 6:  Πρότυπο ζκφραςθσ του γονιδίου FRA10AC1 με ανάλυςθ Northern. Θ β-
ακτίνθ χρθςιμοποιικθκε ωσ κετικόσ ζλεγχοσ (Sarafidou et al. 2004). 
 
Για τθν περαιτζρω μελζτθ του προτφπου ζκφραςθσ του FRA10AC1 ζγινε RT-
PCR ςε cDNA από ιςτοφσ ανκρϊπου χρθςιμοποιϊντασ εκκινθτζσ που 
υβριδοποιοφνται ςτα εξόνια 11 και 19. Θ ενίςχυςθ ζγινε ςε λίγουσ ςχετικά κφκλουσ, 
επιτρζποντασ τθν εκτίμθςθ των ςχετικϊν επιπζδων των μεταγράφων του FRA10AC1. 
Σο G3PDH χρθςιμοποιικθκε ωσ κετικόσ ζλεγχοσ και ενιςχφκθκε ςε όλουσ τουσ 
ιςτοφσ. Όπωσ φαίνεται ςτθν Εικόνα 7, παρατθρικθκε προϊόν ςε όλουσ τουσ ιςτοφσ 
που ελζχκθκαν. Με αυτό το πείραμα επιβεβαιϊκθκε θ κακολικι ζκφραςθ του 
γονιδίου FRA10AC1 ςε όλουσ τουσ ιςτοφσ. ΢ε κάποιουσ ιςτοφσ παρατθρικθκαν και 
επιπλζον ηϊνεσ διαφορετικοφ μεγζκουσ. Ανάλυςθ αλλθλουχίασ αυτϊν ζδειξε ότι 
αυτά τα εναλλακτικά μετάγραφα προζκυψαν από τθν εναλλακτικι ςυναρμογι των 
εξονίων 13-16 (Sarafidou et al. 2004). 
 
 
Εικόνα 7: Πρότυπο ζκφραςθσ του FRA10AC1 με RT –PCR ςε cDNA από διάφορουσ ιςτοφσ 
ανκρϊπου. Σα δείγματα M1 και M2  χρθςιμοποιικθκαν ωσ μάρτυρεσ μοριακοφ μεγζκουσ του DNA 
(Sarafidou et al. 2004). 
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1.4. Πρωτεανη FRA10C1 
Θ πρωτεΐνθ FRA10AC1 ζχει μοριακι μάηα 37,55 kD και αποτελείται από 315 
αμινοξζα. Φωςφορυλιϊνεται ςε επτά κατάλοιπα ςερίνθσ ςτο καρβοξυτελικό τθσ 
άκρο ςτισ κζςεισ 248, 251, 252, 273, 278, 283, 285 (Park et al. 2015, Sharma et al. 
2014). Περιζχει ζνα διμερζσ ςιμα πυρθνικοφ εντοπιςμοφ ςτθν περιοχι που 
περιλαμβάνει τα αμινοξζα 223 – 238 και 245 – 262 θ οποία ανικει ςε μια ευρφτερθ 
περιοχι πλοφςια ςε λυςίνθ. Πράγματι με μικροςκοπία φκοριςμοφ φάνθκε ότι 
εντοπίηεται αποκλειςτικά ςτο πυρθνόπλαςμα. Ωςτόςο δεν περιζχει κάποια άλλθ 
χαρακτθριςτικι επικράτεια. Με ανάλυςθ BLAST εντοπίςτθκαν πολλά ορκόλογα 
μόρια τθσ FRA10AC1 αποκλειςτικά ςε ευκαρυωτικοφσ οργανιςμοφσ, ηωικοφσ και 
φυτικοφσ. Αυτό δείχνει ότι μπορεί να υπιρχε κοινόσ πρόγονοσ πριν τθν απόκλιςθ 
φυτϊν και ηϊων. Επιπλζον, το κεντρικό τμιμα τθσ πρωτεΐνθσ (105-240 αμινοξζα 
ςτον άνκρωπο) παρουςιάηει 45-67% ομοιότθτα ςε όλα τα ορκόλογα που 
εξετάςτθκαν γεγονόσ που δείχνει ότι είναι μια  υψθλά ςυντθρθμζνθ επικράτεια με 
πικανϊσ ςθμαντικι λειτουργία (Sarafidou et al. 2004). 
Mζςω υγρισ χρωματογραφίασ–φαςματομετρίασ μάηασ (LC-MSMS), θ 
FRA10C1 ταυτοποιικθκε ωσ ςυςτατικό του ςωματίου ςυναρμογισ (spliceosome). 
΢υγκεκριμζνα βρζκθκε ότι αποτελεί ςυςτατικό των υποςυμπλόκων 
B act  (ενεργοποιθμζνο) (Bessonov et al. 2010),  C (Bessonov et al. 2008, Bessonov et 
al. 2010, Ilagan et al. 2013, Schmidt et al. 2014) και P (Ilagan et al. 2013). Επιπλζον, θ 
FRA10AC1 βρζκθκε ότι αλλθλεπιδρά άμεςα με τισ πρωτεΐνεσ SF3B2 και DGCR14, οι 
οποίεσ λειτουργοφν ωσ παράγοντεσ ςυναρμογισ. Αυτζσ οι αλλθλεπιδράςεισ 
επιβεβαιϊκθκαν με δοκιμζσ αλλθλεπιδράςεων πρωτεϊνϊν in vitro ςε ςφαιρίδια 
γλουτακειόνθσ–ςεφαρόηθσ (GST “pull-down”) και πειράματα ανοςο- 
κατακριμνιςθσ. 
Σο ςωμάτιο ςυναρμογισ (spliceosome) είναι ζνα ριβονουκλεοπρωτεϊνικό 
ςφμπλοκο το οποίο καταλφει τθν ςυναρμογι του πρόδρομου mRNA (pre-mRNA) για 
τθ δθμιουργία του ϊριμου mRNA ςτουσ ευκαρυωτικοφσ οργανιςμοφσ. Σο 
spliceosome αποτελείται από εκατοντάδεσ ςυςτατικά, ςτα οποία 
ςυμπεριλαμβάνονται και 5 μικρά πυρθνικά ριβονουκλεοπρωτεϊνικά ςωμάτια 
(snRNPs) τα U1, U2, U4, U5, U6 ςτα οποία το RNA που περιζχουν είναι πλοφςιο ςε 
ουριδίνθ. Κατά τθ διάρκεια τθσ ςυναρμογισ τα snRNPs ςτρατολογοφνται ςτο 
πρόδρομο mRNA και υφίςτανται ανακατατάξεισ ςχθματίηοντασ ςταδιακά τα 
ενδιάμεςα ςφμπλοκα E, A, B, Bact, B∗, και C για να ςχθματίςουν τελικά τα ςωμάτιο 
ςυναρμογισ, (Ilagan et al. 2013, Schmidt et al. 2014). 
Σα αποτελζςματα που προζκυψαν από τισ δοκιμζσ ανοςοκατακριμνιςθσ, 
GST “pull-down” και φαςματομετρίασ μάηασ, οι οποίεσ αναφζρκθκαν ςτθ δεφτερθ 
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παράγραφο, ςυνάδουν με τον υποκυτταρικό εντοπιςμό τθσ FRA10C1 και με το 
γεγονόσ ότι θ πρωτεΐνθ είναι ςυντθρθμζνθ ςτουσ ευκαρυωτικοφσ οργανιςμοφσ, οι 
οποίοι ςε αντίκεςθ με τουσ προκαρυωτικοφσ, χρθςιμοποιοφν τθ διαδικαςία τθσ 
ςυναρμογισ για τθν ωρίμανςθ των πρόδρομων μορίων mRNA. Ζτςι λαμβάνοντασ υπ 
όψιν και τισ αλλθλεπιδράςεισ τθσ με τισ πρωτεΐνεσ SF3B2 και DGCR14, μποροφμε να 
υποκζςουμε ότι θ FRA10C1 είναι πικανό να ςυμμετζχει ςτθ ςυναρμογι ι ςε άλλεσ 
διαδικαςίεσ ςχετικζσ με τθν επεξεργαςία του mRNA. 
 
1.5. Ποντίκια knockout και χρήςη τουσ ωσ ζωικά μοντέλα 
Σα ποντίκια knockout είναι εργαςτθριακά ποντίκια ςτα οποία ζνα ι 
περιςςότερα γονίδια ζχουν απενεργοποιθκεί θ εξαλειφκεί. Χρθςιμοποιοφνται για 
να ελεγχκεί αν θ απϊλεια λειτουργίασ γονιδίων προκαλεί αλλαγζσ ςτο φαινότυπο 
του ποντικιοφ. Σα ποντίκια αποτελοφν ζνα καλό ηωϊκό μοντζλο επειδι τα γονίδιά 
τουσ ςτθν πλειοψθφία τουσ (99 %) είναι κοινά με των ανκρϊπων. Επιπλζον ο μικρόσ 
κφκλοσ ηωισ των ποντικιϊν, θ ςχετικά γριγορθ αναπαραγωγι και ο εφκολοσ 
χειριςμόσ τουσ τα κακιςτά κατάλλθλα για τθ μελζτθ τουσ. Ζτςι θ ςτοχευμζνθ 
εξάλειψθ ενόσ γονιδίου παρζχει ςτουσ γενετιςτζσ χριςιμεσ πλθροφορίεσ για τον 
κακοριςμό του βιολογικοφ ρόλου αυτοφ του γονιδίου ςτουσ ανκρϊπουσ. Επιπλζον 
τα ποντίκια χρθςιμοποιοφνται ωσ ηωϊκά μοντζλα για γενετικζσ αςκζνειεσ του 
ανκρϊπου. Όταν μια μετάλλαξθ ςτο γονιδίωμα του ανκρϊπου απενεργοποιεί μια 
πρωτεΐνθ, το αντίςτοιχο ποντίκι knockout μπορεί να αποτελζςει χριςιμο μζςο για 
τθ μελζτθ τθσ πακοφυςιολογίασ μιασ γενετικισ αςκζνειασ και τθν ανάπτυξθ 
κεραπειϊν για τθν αντιμετϊπιςθ τθσ (Majzoub and Muglia 1996, Bradford Hall et al. 
2009). 
 
1.6. Διαδικαςία  παραγωγήσ ποντικιών knockout 
Αρχικά γίνεται θ καταςκευι του αναςυνδυαςμζνου φορζα που πρόκειται να 
χρθςιμοποιθκεί. Ο φορζασ ςυνικωσ αποτελείται από ζνα γονίδιο ανκεκτικότθτασ 
ςε αντιβιοτικό (π.χ. neor) ςτο κζντρο του και εκατζρωκεν αυτοφ από ομόλογεσ 
αλλθλουχίεσ με το γονίδιο ςτόχο. Επιπλζον, ςτο δεξί του άκρο μετά τθν ομόλογθ 
αλλθλουχία περιζχεται και ζνα γονίδιο αρνθτικισ επιλογισ (Mario R. Capecchi et al. 
2007). 
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Εικόνα 8: Ενδεικτικό τμιμα αναςυνδυαςμζνου φορζα. Περιζχει  το γονίδιο ανκεκτικότθτασ ςτθ 
νεομυκίνθ και το γονίδιο τθσ κινάςθσ τθσ κυμιδίνθσ κακϊσ και αλλθλουχίεσ ομόλογεσ με το γονίδιο 
ςτόχο (Mario R. Capecchi et al. 2007). 
 
Σο γονίδιο ανκεκτικότθτασ ςτθ νεομυκίνθ, neor, (εικόνα 8), χρθςιμοποιείται 
ςυχνά ωσ αλλιϊσ ωσ γονίδιο κετικισ επιλογισ. Φυςιολογικά, το neor δεν υπάρχει 
ςτα κφτταρα ποντικιϊν και ζτςι το αντιβιοτικό νεομυκίνθ είναι τοξικό για αυτά. 
Όμωσ όταν ςυμβεί ομόλογοσ αναςυνδυαςμόσ μεταξφ του αναςυνδυαςμζνου φορζα 
και του γονιδίου ςτόχου. Σο neor ειςζρχεται ςτο γονιδίωμα και προςδίδει 
ανκεκτικότθτα ςτα βλαςτοκφτταρα (Kirk R. Thomas and Capecchi M.R. 1987, ). 
Όςον αφορά το γονίδιο – δείκτθ αρνθτικισ επιλογισ, το πιο ςυνθκιςμζνο 
είναι θ κινάςθ τθσ κυμιδίνθσ (TK) το οποίο προζρχεται από τον ιό του απλοφ ζρπθτα 
(HSV). Φυςιολογικά τα κφτταρα των ποντικιϊν μποροφν να αναπτυχκοφν παρουςία 
του αντιϊκοφ φαρμάκου γκανςικλοβίρθ (ganciclovir). Σα κφτταρα που αποκτοφν το 
γονίδιο TK μετατρζπουν τθ γκανςικλοβίρθ ςε μια κανατθφόρα τοξίνθ. Σο γονίδιο 
αρνθτικισ επιλογισ χρθςιμοποιείται για να επιβεβαιωκεί ότι ο αναςυνδυαςμόσ 
ζγινε ςτθ ςωςτι κζςθ ςτο γονιδίωμα. Για τθν ειςαγωγι του φορζα 
χρθςιμοποιοφνται τα εμβρυϊκά βλαςτοκφτταρα (ES) επειδι είναι πολυδφναμα. Αυτό 
ςθμαίνει ότι ζχουν τθν ικανότθτα να διαφοροποιοφνται προσ κάκε τφπο κυττάρου 
ςτον ενιλικο οργανιςμό. Επομζνωσ, αν ζνα γονίδιο εξαλειφκεί ςε ζνα εμβρυϊκό 
βλαςτοκφτταρο, αυτό κα ιςχφει ςε κάκε ιςτό του ενιλικου ποντικιοφ (Kirk R. 
Thomas and Capecchi M.R. 1987).  
Ζτςι απομονϊνονται βλαςτοκφτταρα από βλαςτοκφςτθ ποντικιοφ δότθ και 
αναπτφςςονται ςε καλλιζργεια. ΢τθ ςυνζχεια γίνεται διαμόλυνςθ των 
βλαςτοκυττάρων με τον αναςυνδυαςμζνο φορζα. Μετά από αυτι τθ διαδικαςία, τα 
κφτταρα ςτα οποία ζχει ςυμβεί ομόλογοσ αναςυνδυαςμόσ εμφανίηουν 
ανκεκτικότθτα ςτθ νεομυκίνθ και ςτθ γκανςικλοβίρθ. Αντίκετα, τα κφτταρα που 
ενςωματϊνουν το φορζα ςε κάποιο τυχαίο ςθμείο ςτο γονιδίωμα είναι ανκεκτικά 
ςτθ νεομυκίνθ αλλά όχι και ςτθ γκανςικλοβίρθ αφοφ περιζχουν και το γονίδιο TK 
(Εικόνα 9). 
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                 Εικόνα 9: Αναςυνδυαςμόσ του φορζα ςτο γονιδίωμα των βλαςτοκυττάρων ποντικϊν 
Συχαία ενςωμάτωςθ του φορζα ςτο γονιδίωμα των βλαςτοκυττάρων (αριςτερά). Ενςωμάτωςθ του 
φορζα ςε ςυγκεκριμζνο ςθμείο ςτο γονιδίωμα λόγω του ομόλογου αναςυνδυαςμοφ (δεξιά) (Mario 
R. Capecchi el al. 2007). 
 
΢τθ ςυνζχεια, τα βλαςτοκφτταρα αναπτφςςονται ςε τρυβλία με κρεπτικό 
υλικό παρουςία νεομυκίνθσ ϊςτε να γίνει θ επιλογι των κυττάρων που ζχουν 
ενςωματϊςει τον φορζα. Σα ανκεκτικά ςτθ νεομυκίνθ κφτταρα αναπτφςςονται 
παρουςία γκανςικλοβίρθσ για να επιλεχκοφν αυτά που ζχουν ενςωματϊςει το 
φορζα ςτθ ςωςτι κζςθ ςτο γονιδίωμα του ποντικιοφ. Αυτά τα κφτταρα που ζχουν 
επιλεγεί, είναι ανκεκτικά ςτθ νεομυκίνθ και ςτθν γκανςικλοβίρθ και είναι ετερόηυγα 
ωσ προσ τθ μετάλλαξθ knockout. Σα βλαςτοκφτταρα που επιλζχκθκαν ειςάγονται με 
μικροζνεςθ ςε βλαςτοκφςτθ ενόσ άλλου ποντικιοφ και εμφυτεφονται ςτθ μιτρα 
ενόσ ψευδοζγκυου ποντικιοφ. Κακϊσ τα τροποποιθμζνα βλαςτοκφτταρα 
διαιροφνται μποροφν να δϊςουν κάκε τφπο ιςτοφ ςτο αναπτυςςόμενο ποντίκι. Από 
τθν διαδικαςία που περιγράφθκε προθγουμζνωσ κα παραχκοφν χιμρικά ποντίκια. 
Αυτό ςθμαίνει ότι ζνα ποςοςτό από τα κφτταρα των χιμαιρικϊν ποντικιϊν κα 
προζρχεται από τθν κυτταρικι μάηα τθσ βλαςτοκφςτθσ του ξενιςτι και ζνα άλλο 
ποςοςτό προζρχεται από τα βλαςτοκφτταρα που τροποποιικθκαν (Gilbert, Barresi, 
Developmental biology) (Εικόνα 10). 
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Εικόνα 10: Παραγωγι χιμαιρικϊν ποντικϊν για το knockout γονίδιο (Gilbert, Barresi, 
Developmental biology). 
 
Αν τα χιμαιρικά ποντίκια ηευγαρϊςουν με ποντίκια αγρίου τφπου, τότε 
κάποιοι από τουσ απογόνουσ κα ζχουν ζνα αντίγραφο του γονιδίου knockout. Όταν 
αυτά τα ετερόηυγα ποντίκια διαςταυρϊνονται, το 25 %  περίπου των απογόνων που 
προκφπτουν κα είναι ομόηυγα (Εικόνα 11). 
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Εικόνα 11: ΢υνεχείσ διαςταυρϊςεισ ποντικϊν για τθν παραγωγι ομόηυγων ποντικιϊν 
knockout (Gilbert, Barresi, Developmental biology). 
 
΢τθ ςυνζχεια πραγματοποιείται ο χαρακτθριςμόσ των φαινοτφπων που 
ςχετίηονται με τθν απϊλεια του γονιδίου που μελετάται. Κάκε μετριςιμοσ 
φαινότυποσ πρζπει να εξεταςτεί ϊςτε να προςδιοριςτεί κάκε πικανι λειτουργία 
του γονιδίου που εξαλείφκθκε. Θα πρζπει να γίνει ςφγκριςθ του φαινοτφπου των 
ποντικιϊν knockout με αυτόν των ποντικιϊν αγρίου τφπου, ϊςτε να ταυτοποιθκοφν 
οι λειτουργίεσ που τροποποιικθκαν ςτο ποντίκι knockout.  
Φαινoτυπικά χαρακτθριςτικά όπωσ το μζγεκοσ, βάροσ, μεταβολιςμόσ, 
ανάπτυξθ οςτϊν, αναπαραγωγι, γιρανςθ, μποροφν εφκολα να μετρθκοφν. Όμωσ αν 
το γονίδιο που ζχει εξαλειφκεί είναι απαραίτθτο για τθν ανάπτυξθ, τα ποντίκια 
knockout κα πεκάνουν ενϊ είναι ακόμα ζμβρυα, πριν προλάβουν οι ερευνθτζσ να 
τα μελετιςουν. ΢ε αυτι τθν περίπτωςθ μπορεί να γίνει μελζτθ των ετερόηυγων 
knockout ι να δθμιουργθκοφν άλλοι τφποι knockout όπωσ τα κατά ςυνκικθ 
ποντίκια knockout και τα ιςτο-ειδικά knockout. ΢τα κατά ςυνκικθ ποντίκια knock 
out, το γονίδιο ςτόχοσ απενεργοποιείται ωσ απόκριςθ ςε κάποιο ερζκιςμα, ενϊ ςτα 
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ιςτο-ειδικά ποντίκια knockout το γονίδιο ςτόχοσ απενεργοποιείται μόνο ςε 
ςυγκεκριμζνουσ ιςτοφσ (Bradford Hall et all 2009). 
Όςον αφορά τθν παραγωγι ποντικϊν knockout ωσ προσ το γονίδιο 
FRA10AC1, για τθ διαμόλυνςθ των ES χρθςιμοποιικθκε ο αναςυνδυαςμζνοσ 
φορζασ που παρουςιάηεται ςτθν Εικόνα 12. Θ δθμιουργία αυτϊν των ποντικϊν 
ζγινε από τθν υποδομι Infrafrontier-GR ςτο Ερευνθτικό Κζντρο Βιοϊατρικϊν 
Επιςτθμϊν "Αλζξανδροσ Φλζμινγκ" (επικεφαλισ Δρ. Δθμιτριοσ Κοντογιάννθσ). 
Επίςθσ ςτθν Εικόνα 12 φαίνονται τα εξόνια 2-4 και 5-7 του γονιδίου FRA10AC1 
κακϊσ και το ςθμείο που αυτό διακόπτεται από τον φορζα. ΢τθν Εικόνα 13 φαίνεται 
θ περιοχι του γονιδιϊματοσ των κυττάρων ES μετά τον ομόλογο αναςυνδυαςμό.  
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1.7 ΢κοπβσ τησ εργαςίασ 
Ο ςκοπόσ τθσ ςυγκεκριμζνθσ εργαςίασ ιταν θ γονοτφπθςθ ποντικιϊν που 
προιλκαν από διαςταφρωςθ ετερόηυγων knockout με ποντίκια αγρίου τφπου. Θ 
γονοτφπθςθ ζγινε μζςω τθσ αντίδραςθσ αλυςιδωτισ πολυμεράςθσ (PCR) ςε 
δείγματα που απομονϊκθκαν από ουρζσ των ποντικιϊν, ϊςτε να γίνει ο 
διαχωριςμόσ των ποντικιϊν που φζρουν το μεταλλαγμζνο αλλθλόμορφο από αυτά 
αγρίου τφπου.  
 
 
2. ΠΕΙΡΑΜΑΣΙΚΟ ΜΕΡΟ΢ 
2.1 Τλικά 
Για τθν PCR  
Εκκινθτζσ: Οι εκκινθτζσ που χρθςιμοποιικθκαν είναι από τθν εταιρία Eurofins 
Genomic 
F1’:  5’ GTG TTT TAT TTT GAA ACC TTA ATG TTC 3’  
LAR3: 5’CAC AAC GGG TTC TTC TGT TAG TCC 3’  
R1’: 5’ GTC ATC TGA ATC CTA TGT CAA GTG 3’  
Ρυκμιςτικό διάλυμα: Σο ρυκμιςτικό διάλυμα που χρθςιμοποιικθκε για τισ 
αντιδράςεισ PCR είναι από τθν εταιρία Kappa Biosystems. 
Buffer A KAPA taq 1,5 mM Mg 1x  
Πολυμεράςθ Taq KAPA  5u /μl 
13 Δείγματα DNA από ποντικοφσ  
 
 
2.2. Απομβνωςη γενωμικογ DNA απβ ποντίκια 
Αφαιρζκθκε 1 mm τμιματοσ ουράσ από 13 ποντίκια που προιλκαν από 
διαςταυρϊςεισ ετερόηυγων knockout με ποντίκια αγρίου τφπου. Ο ιςτόσ  
τοποκετικθκε αντίςτοιχα ςε 13 eppendorfs με πρωτεϊνάςθ K και ρυκμιςτικό 
διάλυμα πρωτεϊνάςθσ K τελικοφ όγκου 150 μl. Όλεσ οι διαςταυρϊςεισ 
πραγματοποιικθκαν ςτο εργαςτιριο του Δρ. Αποςτόλου Κλινάκθ ςτο Κδρυμα 
Ιατροβιολογικϊν Ερευνϊν Ακαδθμίασ Ακθνϊν. 
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2.3. Καθαριςμβσ γενωμικογ DNA με φαινβλη - χλωροφβρμιο 
 Προςκικθ ίςου όγκου φαινόλθσ – χλωροφορμίου και ανάδευςθ καλι. 
 Φυγοκζντρθςθ ςτισ 12.000 rpm  για 20’ ςτουσ 4 οC. 
 Μεταφορά υδατικισ φάςθσ ςε καινοφριο eppendorf και ξανά προςκικθ ίςου 
όγκου φαινόλθσ – χλωροφορμίου και ανάδευςθ 
 Φυγοκζντρθςθ ςτισ 12.000 rpm  για 20’ ςτουσ 4 οC. 
 Μεταφορά υδατικισ φάςθσ ςε κακαρό eppendorf προςκικθ χλωροκορμίου 
και ανάδευςθ. 
 Φυγοκζντρθςθ ςτισ 12.000 rpm  για 5’ ςτουσ 4 οC. 
 Μεταφορά τθσ υδατικισ φάςθσ ςε άλλο eppendorf και προςκικθ 1/10 του 
όγκου CH3COONa (pH =5,3) και αικανόλθ 100 % όςο το διπλάςιο του όγκου 
και ζγινε ανάδευςθ. 
 Επϊαςθ για 20’ ςτουσ -80 ο C 
 Φυγοκζντρθςθ ςτισ 12.000 rpm για 20’ ςτουσ 4 οC προκειμζνου να 
κατακρθμνιςτεί το DNA. 
 Προςκικθ αικανόλθσ 70 % και φυγοκζντρθςθ ςτισ 12.000 για 10’ ςτουσ 4 οC 
 Αφαίρεςθ υπερκειμζνου και επϊαςθ ςτουσ 55 οC, ϊςτε να ςτεγνϊςει το 
ίηθμα 
 Επαναδιάλυςθ ςε κακαρό H2O. 
 
2.4. Αλυςιδωτή αντίδραςη πολυμεράςησ (PCR) 
Ζγινε PCR προκειμζνου να ανιχνευκεί το μεταλλαγμζνο (knockout) ι το 
φυςιολογικό γονίδιο και αν αυτό βρίςκεται ςε ομόηυγθ ι ετερόηυγθ κατάςταςθ, ςε 
κάκε δείγμα. Κατά τθν αντίδραςθ αυτι χρθςιμοποιικθκαν 2 ηεφγθ εκκινθτϊν. Σο 
F1’- LAR3 χρθςιμοποιικθκε για τθν ανίχνευςθ του μεταλλαγμζνου αλλθλομόρφου. 
Ενϊ με το ηεφγοσ F1’-R1’ μπορεί να γίνει ανίχνευςθ του φυςιολογικοφ 
αλλθλομόρφου ςτα δείγματα. Σα δφο ηεφγθ εκκινθτϊν χρθςιμοποιικθκαν ϊςτε να 
είμαςτε βζβαιοι για τθν αξιοπιςτία των αντιδράςεων PCR και ότι δεν υπάρχουν 
ψευδι αποτελζςματα. Επιπλζον, για να εξαςφαλιςτεί αυτό ζγιναν επαναλθπτικζσ 
PCR και με διαφορετικζσ ποςότθτεσ DNA, οι οποίεσ ακολουκοφν παρακάτω.  
 
Οι αντιδράςεισ αυτζσ ζγιναν ςε τελικό όγκο 25 μl, ενϊ οι ςυνκικεσ που 
επιλζχκθκαν ιταν οι εξισ : 
΢τάδιο 1 → 95 οC για 4 min 
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΢τάδιο 2  → 95 οC για 30 sec 
58 οC για 30 sec (για το ηεφγοσ εκκινθτϊν F1’) 
59 οC για 30 sec (για το ηεφγοσ εκκινθτϊν F1’- R1) 
72 οC για 45 sec 
΢τάδιο 3  → 72  οC για 10 min 
 
Για τισ PCR που ακολοφκθςαν ετοιμάςτθκαν 2 μίγματα με τα αντιδραςτιρια για τα 2 
ηεφγθ των εκκινθτϊν και οι ποςότθτεσ που χρθςιμοποιικθκαν ιταν οι εξισ : 
Ρυκμιςτικό διάλυμα (buffer) : 2,5μl 
dNTPs: 0,6 μl (40mM)  
F1’: 1 μl (50pmole) 
R1: 1 μl  (50pmole) 
Taq: 0,3 μl (5 units/μl) 
H2O: 15,6 μl 
 
Ρυκμιςτικό διάλυμα (buffer) : 2,5μl 
dNTPs: 0,6 μl  
F1’: 1 μl  
LAR3 : 1 μl  
Taq: 0,3 μl  
H2O : 15,6 μl 
 
 
2.5. Ηλεκτροφβρηςη προΰβντων PCR ςε πηκτή αγαρβζησ 
 
Θ θλεκροφόρθςθ είναι μια μζκοδοσ που χρθςιμοποιείται για το διαχωριςμό 
θλεκτρικά φορτιςμζνων μακρομορίων όπωσ το DNA ι οι πρωτεΐνεσ. Κατά τθν 
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θλεκτροφόρθςθ διοχετεφεται θλεκτρικό ρεφμα μζςω θλεκτροδίων ςε πθκτι 
αγαρόηθσ. Ωσ αποτζλεςμα τα αρνθτικά φορτιςμζνα ςωματίδια μετατοπίηονται προσ 
το κετικό πόλο. Ο ρυκμόσ με τον οποίο μετατοπίηεται το DNA εξαρτάται κυρίωσ από 
το μζγεκόσ του, τθ διαμόρφωςι του, τθ ςυγκζντρωςθ τθσ αγαρόηθσ και τθν τάςθ 
του θλεκτρικοφ πεδίου. Σα πιο μικρά τμιματα DNA μετακινοφνται πιο εφκολα ςτο 
gel ςε αντίκεςθ με τα μεγαλφτερα τμιματα. Επίςθσ χρθςιμοποιϊντασ κάποιο 
μάρτυρα (DNA ladder) μπορεί να προςδιοριςτεί το μοριακό μζγεκοσ των τμθμάτων 
DNA που «τρζχουν» ςτο gel αγαρόηθσ. 
΢ε αυτι τθν εργαςία χρθςιμοποιικθκαν πθκτζσ με ςυγκζντρωςθ 1 % 
αγαρόηθσ ςε ρυκμιςτικό διάλυμα TAE, ενϊ προςτζκθκε και θ χρωςτικι Serva. Αυτι 
θ χρωςτικι χρθςιμοποιικθκε για τθν οπτικοποίθςθ των τμθμάτων DNA κατά τθν 
ζκκεςθ τθσ πθκτισ ςε υπεριϊδθ ακτινοβολία. Θ χρωςτικι Serva χρθςιμοποιείται 
όπωσ το βρωμιοφχο αικίδιο αλλά ζχει μεγαλφτερθ ευαιςκθςία ςτθν ανίχνευςθ DNA 
ι RNA και δεν είναι καρκινογόνα.   
Αρχικά ζγινε θλεκτροφόρθςθ για τθν ποςοτικοποίθςθ των δειγμάτων DNA 1-
13, ϊςτε να γνωρίηουμε τι ποςότθτα από αυτά κα χρθςιμοποιθκεί για τισ 
αντιδράςεισ PCR, ενϊ οι θλεκτροφοριςεισ που ακολοφκθςαν μετά τισ PCR, ζγιναν 
ϊςτε να ανιχνευχκεί αν ςτα δείγματα ενιςχφκθκε το μεταλλαγμζνο ι το 
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3.1. Ποςοτικοποίηςη γενωμικογ DNA ποντικιών 
Αρχικά πραγματοποιικθκε απομόνωςθ DNA και από τα 13 δείγματα ποντικϊν.  Θ 
ποςοτικοποίθςθ του γενωμικοφ DNA που απομονϊκθκε από τα ποντίκια ζγινε ϊςτε 
να επιβεβαιωκεί ότι υπάρχει DNA ςτα δείγματα και να προςδιοριςτεί θ 
ςυγκζντρωςι του ϊςτε να γνωρίηουμε τι ποςότθτα από το κάκε δείγμα κα 
χρθςιμοποιθκεί για τισ αντιδράςεισ PCR. Όπωσ φαίνεται ςτθν εικόνα ζγινε 
θλεκτροφόρθςθ των δειγμάτων 1-13 και του κετικοφ ελζγχου 4.1 από το γενωμικό 
DNA και χρθςιμοποιικθκαν 3 μl από το κακζνα. Με βάςθ τθν εικόνα, φαίνεται ότι 
όλα τα δείγματα ζχουν DNA. Ωςτόςο, τα δείγματα 2 και 3 ζχουν μειωμζνθ ποςότθτα 
το οποίο λιφκθκε υπ’ όψιν κατά τθν PCR. 
  
 
Εικόνα 14: Θλεκτροφόρθςθ γενωμικοφ DNA ποντικιϊν.  
 
3.2. Αποτελέςματα PCR 
 
Θ πρϊτθ PCR ζγινε ςτα δείγματα 1-13, ενϊ χρθςιμοποιικθκαν 2 δείγματα κετικοφ 
ελζγχου (4.1 και 4.2) και κακαρό νερό ωσ αρνθτικόσ ζλεγχοσ. Σα δείγματα κετικοφ 
ζλεγχου, τα οποία δίνουν προϊόν και για τα δφο ηεφγθ εκκινθτϊν, 
χρθςιμοποιικθκαν ϊςτε να  επιβεβαιωκεί ότι θ αντίδραςθ είναι επιτυχισ. Θ χριςθ 
του δείγματοσ αρνθτικοφ ελζγχου εξαςφαλίηει ότι δεν παράχκθκε προϊόν εξαιτίασ 
κάποιασ διαμόλυνςθσ. Για τθν PCR χρθςιμοποιικθκαν 4 μl DNA από όλα τα 
δείγματα και τα αποτελζςματα τθσ θλεκτροφόρθςθσ φαίνονται ςτισ παρακάτω δφο 
εικόνεσ. 
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Εικόνα 15: Δείγματα DNA που ενιςχφκθκαν με το ηεφγοσ εκκινθτϊν για το αλλθλόμορφο 
αγρίου τφπου, F1’-R1. ΢ε κάκε πθγαδάκι φορτϊκθκαν από περίπου 15 μl δείγματοσ. 
 
 
Εικόνα 16: Δείγματα DNA που ενιςχφκθκαν με το ηεφγοσ εκκινθτϊν για το μεταλλαγμζνο 
αλλθλόμορφο, F1’ - LAR3. 
Όπωσ φαίνεται ςτισ εικόνεσ 15 και 16, τα δείγματα #5, #9 και #13 δεν ζδωςαν 
προϊόν για τουσ εκκινθτεσ F1’- R1, ενϊ το δείγμα # 13 δεν ζδωςε αποτζλεςματα για 
τουσ εκκινθτζσ F1’ - LAR3. 
Θ επόμενθ PCR ζγινε ςτα δείγματα #5, #9, #11, #12, #13 με 2 διαφορετικζσ 
ποςότθτεσ (1μl και 4μl) από το κακζνα από αυτά. ΢ε κάκε πθγαδάκι φορτϊκθκαν 
από 10 μl δείγματοσ. 
 
 
Εικόνα 17: Προϊόντα PCR που ενιςχφκθκαν από τουσ εκκινθτζσ F1’-R1’(πάνω) και F1’-
LAR3. ΢τισ παρενκζςεισ απεικονίηονται τα μl των δειγμάτων που χρθςιμοποιικθκαν για τθν 
PCR. Ωσ (-) L απεικονίηεται ο αρνθτικόσ μάρτυρασ για τουσ εκκινθτζσ F1’-LAR3 ενϊ ωσ (-) R ο 
αρνθτικόσ μάρτυρασ για το ηεφγοσ εκκινθτϊν F1’-R1’. 
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΢τθν εικόνα 17 δεν παρατθρικθκε προϊόν για τουσ εκκινθτζσ F1’-R1’ ςτα δείγματα 
#5, #9 και #13, ενϊ για τουσ εκκινθτζσ F1’-LAR3 παρατθρικθκε προϊόν ςε όλα τα 
δείγματα. Επίςθσ ςυμπεραίνεται ότι θ PCR λειτουργεί καλφτερα για τθν ποςότθτα 
DNA 4μl. Μία τελικι αντίδραςθ PCR ζγινε ςτα δείγματα #5, #9, #11 και #13 με δφο 
διαφορετικζσ ποςότθτεσ DNA (5μl και 8μl). Φορτϊκθκαν από περίπου 18 μl DNA 
από το κάκε δείγμα ςτο πικτωμα. 
 
Εικόνα 18: Προϊόντα PCR που ενιςχφκθκαν από τουσ εκκινθτζσ F1’-LAR3.  
Για το ηεφγοσ εκκινθτων F1-LAR3 παρατθρικθκε προϊόν ςε όλα τα δείγματα, ενϊ 
δείγμα #11 θ ηϊνθ φαίνεται ελάχιςτα, λόγω κάποιου λάκουσ κατά τθ φόρτωςθ του 
δείγματοσ. ΢υνδυαςτικά, όλα τα αποτελζςματα φαίνονται ςτον Πίνακα 1.  
 
Πίνακασ 1: Αποτελζςματα θλεκτροφοριςεων 
Δείγματα Ηεφγοσ εκκινθτϊν 
F1’ – LAR3 F1’ – R1 
1 + + 
2 + + 
3 + + 
4 + + 
5 + - 
6 + + 
7 + + 
8 + + 
9 + - 
10 + + 
11 + + 
12 + + 
13 + - 
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Λαμβάνοντασ υπόψθ τα αποτελζςματα των θλεκτροφοριςεων τα οποία 
παρουςίαηονται ςυνοπτικά ςτον παραπάνω πίνακα, φαίνεται ότι όλα τα ποντίκια 
είναι ετερόηυγα. Σο ότι για κάποια δείγματα θ PCR δεν ιταν κετικι με τουσ 
εκκινθτζσ F1-R1 δεν επθρεάηει το αποτζλεςμα γιατί αυτά τα δείγματα προζρχονται 
από διαςταφρωςθ ετερόηυγου knockout ποντικοφ με ποντίκι αγρίου τφπου, 
ςυνεπϊσ δεν αναμζνεται ομόηυγο knockout.  Αμφιβολία υπάρχει μόνο για το δείγμα 






Θ ςυγκεκριμζνθ εργαςία ζγινε ςτο πλαίςιο τθσ ςυςχζτιςθσ γονοτφπου - 
φαινοτφπου γενετικά τροποποιθμζνων ποντικϊν ωσ προσ το γονίδιο FRA10AC1. 
Είχαν ιδθ παραχκεί ποντίκια knockout ςφμφωνα με τθ διαδικαςία που 
περιγράφθκε ςτθν Ειςαγωγι. Σα ποντίκια που γονοτυπικθκαν ςε αυτιν τθν 
εργαςία προζκυψαν με διαςταυρϊςεισ ετερόηυγων ατόμων με άτομα αγρίου 
τφπου. Ζτςι  20 περίπου μζρεσ μετά τθ γζννθςθ των ποντικϊν, ζγινε απομόνωςθ 
DNA από 13 από αυτοφσ με αφαίρεςθ τμιματοσ 1mm από τισ ουρζσ τουσ και 
τοποκζτθςθ τουσ ςε eppendorfs με διάλυμα πρωτεϊνάςθσ K. ΢τθ ςυνζχεια αφοφ 
παραλάβαμε τα eppendorfs με τα δείγματα, ζγινε κακαριςμόσ του DNA με φαινόλθ 
- χλωροφόρμιο, αικανόλθ και επαναδιάλυςθ ςε κακαρό νερό. Ακολοφκθςαν 
αντιδράςεισ PCR με 2 ηεφγθ εκκινθτϊν για να ελζγξουμε αν κα ενιςχυκεί το 
μεταλλαγμζνο ι το φυςιολογικό αλλθλόμορφο ι και τα 2. Σα αποτελζςματα των 
PCR φάνθκαν με θλεκτροφόρθςθ ςε πθκτι αγαρόηθσ. Σελικά μζςω αυτισ τθσ 
διαδικαςίασ βρζκθκε ότι τα 12 από αυτά είναι ετερόηυγα ωσ προσ το μεταλλαγμζνο 
FRA10AC1 ενϊ ζνα δείγμα χρειάηεται επιβεβαίωςθ.  
Όςον αφορά τα ετερόηυγα άτομα τα οποία εντοπίςτθκαν με τθν 
γονοτφπθςθ, κα πρζπει να ελεγχκεί αν όντωσ θ ζλλειψθ του ενόσ αλλθλόμορφου 
ςχετίηεται με νοθτικι υςτζρθςθ. Σα επόμενα βιματα είναι να ςυλλεχκεί ικανόσ 
αρικμόσ ετερόηυγων ποντικϊν κακϊσ και ποντικϊν αγρίου τφπου ϊςτε να γίνουν 
δοκιμαςίεσ ςυμπεριφοράσ που αφοροφν τθ μνιμθ και τθ μάκθςθ. Για τθν 
αξιολόγθςθ του φαινοτφπου χρειάηονται περίπου 10-20 ποντίκια ετερόηυγα ωσ 
προσ τθ μετάλλαξθ και για κάκε φφλο, ϊςτε τα αποτελζςματα να είναι αρκετά 
αξιόπιςτα. Επιπλζον κα πρζπει να εξαςφαλιςτεί ότι οι εξωτερικοί παράγοντεσ 
(ςυνκικεσ ςτζγαςθσ, περιβάλλον, διατροφι) που μπορεί να επθρεάςουν τα 
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αποτελζςματα είναι ελαχιςτοποιθμζνοι για όλα τα ποντίκια του πειράματοσ (Bailey 
R. et al. 2006, Crawley N. et al. 2008). Ζνα είδοσ δοκιμαςίασ ςυμπεριφοράσ είναι ο 
υδάτινοσ λαβφρινκοσ του Morris κατά τθν οποία αξιολογείται θ ικανότθτα χωρικισ 
μάκθςθσ των τρωκτικϊν. Πραγματοποιείται ςε μια μία κυκλικι δεξαμενι 
κολφμβθςθσ ςτθν οποία το νερό δεν είναι διαυγζσ εξαιτίασ μιασ χρωςτικισ. Σα 
πειραματόηωα  αφινονται να κολφμπθςουν ςτθ δεξαμενι και βαςιηόμενα ςε 
ςθμεία αναφοράσ του εξωτερικοφ περιβάλλοντοσ πρζπει να εντοπίςουν μια 
βυκιςμζνθ πλατφόρμα διαφυγισ ςε αυτιν. ΢υνικωσ αυτι θ διαδικαςία 
επαναλαμβάνεται 4 φορζσ τθ μζρα ενϊ κάκε φορά τα ποντίκια ξεκινοφν από 
διαφορετικό ςθμείο εκκίνθςθσ και ζχει διάρκεια περίπου 5-6 μζρεσ (20-24 δοκιμζσ 
ςυνολικά). Κακ’ όλθ τθ διάρκεια αυτϊν των επαναλαμβανόμενων δοκιμϊν  
αξιολογείται  θ ικανότθτα χωρικισ μάκθςθσ των ποντικϊν ανάλογα με το πόςο 
χρόνο χρειάηονται ϊςτε να εντοπίςουν τθν πλατφόρμα διαφυγισ. Για τον 
προςδιοριςμό τθσ χωρικισ μνιμθσ των πειραματοηϊων, θ πλατφόρμα διαφυγισ 
αφαιρείται από τθν δεξαμενι και ςυγκρίνεται ο χρόνοσ παραμονισ των ποντικϊν 
ςτο ςθμείο που είχε τοποκετθκεί προθγουμζνωσ θ πλατφόρμα με τον χρόνο 














Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly






1. Bessonov S. et al.  “Characterization of purified human Bact spliceosomal 
complexes reveals compositional and morphological changes during 
spliceosome activation and first step catalysis.” RNA, 2010 16(12): p. 2384-
403 
2. Bessonov S. et al.. “Isolation of an active step I spliceosome and composition 
of its RNP core” Nature, 2008 452(7189): p. 846-50 
3. Debacker K. et al. ‘’Fragile sites and human disease‘’ Human Molecular 
Genetics 2007 16 (2): p. 150–158 
4. Mario R. Capecchi et al. “The Nobel Prize in Physiology or Medicine” 2007 
5. Kirk R. Thomas and Capecchi M.R. “Site-directed mutagenesis by gene 
targeting in mouse embryo-derived stem cells” Cell, 1987 51: p. 503-12 
6. Gilbert, Barresi Developmental biology 11th edition, chapter 3 
7. Park et al. “Integrated analysis of global proteome, phosphoproteome, and 
glycoproteome enables complementary interpretation of disease-related 
protein networks” Sci Rep.  2015 5: 18189 
8. Sharma et al. “Ultradeep human phosphoproteome reveals a distinct 
regulatory nature of Tyr and Ser/Thr-based signaling” Cell Rep. 2014 
8(5):1583-94 
9. Ilagan et al. “Rearrangements within human spliceosomes captured after 
exon ligation” RNA 2013 19 (3): p. 400–412  
10. Schmidt et al. “Mass spectrometry–based relative quantification of proteins 
in precatalytic and catalytically active spliceosomes by metabolic labeling 
(SILAC), chemical labeling (iTRAQ), and label-free spectral count”   RNA 2014  
20 (3): p. 406-420  
11. Sarafidou T. et al. “Folate-sensitive fragile site FRA10A is due to an expansion 
of a CGG repeat in a novel gene, FRA10AC1, encoding a nuclear protein’’ 
Genomics 2004 84 (1): p. 69-81 
12. Lukusa T. Fryns JP. “ Human chromosome fragility “ Biochimica Biophys Acta 
2008 1779 (1): p.3-16 
13. Assam El-Osta “FMR1 silencing and the signals to chromatin: a unified model 
of transcriptional regulation” Biochemical and Biophysical Research 
Communications 2002 295 (3): p. 575–581 
 
14. Bailey R. et al. “Behavioral phenotyping of transgenic and knockout mice: 
practical concerns and potential pitfalls” ILAR Journal 2006 47 (2): p. 124–131 
 
15. Crawley N. “Behavioral Phenotyping Strategies for Mutant Mice” Neuron 
2008  57 (6): p. 809-18 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly





16. Crawley N. “Behavioral Phenotyping of Transgenic and Knockout Mice: 
Experimental Design and Evaluation of General Health, Sensory Functions, 
Motor Abilities, and Specific Behavioral Tests” Brain Research 1999 835: p. 
18-26 
 
17. Majzoub and Muglia “Knockout Mice” Engl J Med 1996 334: p.904-7 
 
18. Bradford Hall et al. “Overview: Generation of Gene Knockout Mice” Curr. 




Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
26/03/2018 13:08:00 EEST - 137.108.70.6
